第 2 卷 第 4 期 增刊 动物 学 研究 Vol.2, No。 4 
1981 和 年 11 月 ZOOLOGICAL RESEARCH Nove, 198] 





我 国 十 种 蛇毒 磷 酯 酶 A 的 活力 比较 


吴兴 陆 。 ” 陈 远 性 
(中 国 科学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 


摘 要 
应 用 渍 定 从 孵 磷 博 酶 解释 放 游 离 脂 肪 酸 法 测定 我 国 十 种 蛇毒 磷 酯 酶 生活 
力 。 各 种 蛇毒 鼠 示 不 同 的 酶 活力 ， 了 眼镜 蛇 兰 的 酝 活 力 最 高 ， 人 竹叶青 的 最 低 。 他 
们 分 别 是 ， 乳 镜 蛇 毒 ，9,624 虐 蛇 ，8.68# 尖 荔 蜡 ，7,568 银 环 蛇 ，7。56s 星 
此 ，7,034 海蛇 ，5。.10 腿 镜 王 蛇 ，3。828 银 环北 ，1,965 将 铁 头 ，1.858 他 
时 青 ，0。97 还 浏 定 了 在 不 同 pH， 温 度 和 浓度 下 磷 柄 酶 信 的 活性 。 


蛇毒 是 磷 酷 栈 和 A 的 丰富 米 源 ， 现 脂 酶 A 在 各 种 迪 毒 中 都 有 ， 但 其 含量 及 活力 等 性 质 
不 完全 一 致 。 已 经 报道 的 各 种 蛇毒 磷脂 酶 人 的 活力 随 所 采用 的 测定 方法 和 仪器 不 同 ， 闭 
别 很 大 。 目 前 已 有 多 种 测定 更 脂 酶 A 的 方法 ， 选 择 合适 的 方法 对 分 离 纯化 和 研究 更 脂 栈 
A 十 分 重要 。 Rosenberg 兽 列举 和 评述 了 各 种 测定 碘 脂 栈 A 的 方法 51?。 我 们 在 纯化 贱 跑 
碳 脂 酶 和 ,的 工作 中 ， 曾 采用 过 蛋黄 凝固 法 和 滴定 大 脂 醒 人 水 解 卵 蒂 阳 释 放 游 离 脂肪 酸 
法 测定 磷脂 酶 和 的 活力 ， 这 两 种 方法 以 后 者 较为 精确 。 本 实验 是 用 滴定 碍 踢 酶 人 水 解 欠 
礁 脂 释放 游离 脂肪 酸 法 测定 了 我 国 十 种 毒蛇 蛇毒 的 兢 出 酶 和 :的 活力 ， 其 活力 大 小 次 序 
是 ， 限 镜 蛇 、 蜡 蛇 、 尖 哆 媒 蛇 、 金 环 蛇毒 的 较 高 ， 海蛇 、 腿 镇 王 兹 等 的 居中 作 叶 育 蛇 


毒 的 磷脂 酶 六 :活力 最 低 。 
此 外 ， 我 们 还 测定 了 PH， 温度 对 金 环 蛇毒 和 痢 蛇 毒 磷脂 本 A :活力 的 影响 ， 以 及 酶 


浓度 与 酶 作用 的 关系 。 
材料 与 方法 


一 、 材 料 

蛇毒 来 源 ， 眼 钞 蛇 毒 、 金 环 蛇 毒 、 眼 镜 王 蛇毒 、 银 环 蛇毒 均 系 广州 暨南 大 学 陈 式 柳 
赠 给 ， 海 蛇 蛇 毒 由 广州 中 山大 学 程 明 冰 赠 给 ， 暴 蛇 蛇毒 由 福建 医科 大 学 刘 广 芬 赠 给 、 伍 
叶 青 蛇毒 和 烙铁 头 蛇毒 由 成 都 生物 研究 所 赵 尔 密 赔 给 ， 痢 蛇 蛇毒 和 尖 吻 晕 蛇 毒 由 上 海 生 
物化 学 研究 所 采集 。 


孵 克 脂 为 上 海 禽 蛋 二 厂 产 品 。 
滴定 用 仪器 是 上 海 第 二 分 析 仪 器 厂 出 产 的 DZ- 2 型 自动 电位 滴定 仪 。 





二 、 测 定 方法 

1. 十 种 毒 妮 蛇毒 碍 脂 酶 4 的 活力 测定 。 

称 取 齐 磷脂 500 毫 克 ， 深 于 10 毫 升 乙 醛 中， 加 水 20 豪 升 ，60"C 保 温 约 20 分 钟 ， 燕 发 
除去 其 中 大 部 分 乙酉 〈 当 心 着 火 ! ) ， 用 玻 梯 或 振 葛 器 混成 均匀 的 悬浮 液 ， 加 入 1M 氢 
化 销 10 窄 升 ，0.01M 握 化 钙 10 毫 升 ，0,01M 脱 气 胆 酸 钠 10 毫 升 ， 混 多 后 用 2 得 氧化 钙 
调 至 pH8,0， 用 燕 偏 水 冲 稀 至 100 雍 升 ， 每 次 取出 10 毫 升 混合 液 作 测定 用 。 

先 将 滴定 终点 调 到 pH8.0， 吸 各 种 蛇毒 溶液 (水溶液) 100 微 升 【 含 蛇 毒 工 毫 克 )， 
在 37cc 恒 温 条 性 下 ， 用 0.02N 所 氧化 钾 溶 液 滴定 由 酶 释放 出 的 游离 脂肪 酸 ， 记 录 半 小 时 
内 不 同时 间 消耗 的 所 所 化 钾 深 液 的 毫升 数 ， 换 算 成 脂肪 酸 的 微克 分 子 数 ， 作 图 。 以 初速 
的 直线 部 分 计算 比 活 。 比 活 单位 为 释放 出 的 游离 脂肪 酸 微克 分 子 数 / 毫 克 蛇毒 ， 分 钟 。 

2， pH、 温度、 酶 浓度 对 三 脂 酶 4A; 活力 及 作用 的 影响 。 

(i ) 用 ZD- 2 型 自动 电位 滴定 仪 测定 分 别 在 PH 3、6 、7 、8 、9 、10、11 条 忻 下 
一 些 蛇毒 的 磷脂 酶 A* 释 放 游 离 脂 肪 酸 的 初速 。 

(ii ) 温度 分 别 在 31、37、45、50、55、60、65、70、 
79、86 (ecC) 条 件 下 测定 一 些 蛇毒 磷脂 杖 和: 释 放 游 离 聊 肪 
酸 的 初速 。 

(iii) 分 别 用 蛇毒 重量 为 250、500、750,1000 (微克) 
测定 磷脂 醇 A :释放 出 游离 脂肪 酸 的 初速 《扣除 各 蛇 毒 溶液 
的 影响 》 


部 放 的 全 劝 枕 隘 殉 分数 
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0 下 上) 
我 国 常见 十 种 毒 迪 蛇毒 磷 脂 醉 A ,的 活力 曲线 图 1 ,曲线 pi 
编号 见 表 1 。 Na 
表 1 我 国 常见 十 种 囊 蛇 蛇毒 磷脂 酶 比 活 (4Mjimin'mg) 
IT 眼镜蛇: 9.62 TT 蜡 蛇 ; 7.03 而 银 环 蛇 : 1.96 
王姬 蛇 ， 8.68 页 海蛇 : 5,10 南 烙 忽 水 蛇 : 1.85 
下 尖 啊 蜡 ， 7,76 生根 司 焉 蛇 ，2.82 六 竹叶青 蛇 ; 0.97 
匠人 金 环 蛇 :， ?7.56 


金 环 蛇毒 、 海 蛇毒 浓度 对 其 磷脂 酶 A :活力 的 影响 见 图 2 a 、 
竹 数 


图 2(a) 


妈 放 的 与 及 软 侍 完 人 了 了 数 








4 期 增刊 我 国 十 种 蛇 考 砍 本 降生 的 活力 比较 站 


pH 对 金 环 蛇 宕 、 蜡 蛇毒 克 脂 酶 A :活力 的 影响 见 图 3 
温度 对 金 环 妮 毒 、 蝇 蛇毒 太 朋 散 A :活力 的 影响 见 图 4 。 
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讨 论 


天 脂 酶 A 是 研究 脂 类 代谢 ,生物 膜 与 由 恤 白 结构 与 功能 中 一 个 很 重要 的 酶 。 此 了 酶 广泛 
存在 于 各 种 蛇毒 、. 蜂 毒 . 凡 子 毒 及 一 些 动物 组 织 中 。 一 般 认 为 磷脂 酶 点 的 最 丰富 来 源 为 各 
种 蛇毒 而 其 中 又 以 眼镜 蛇 科 、 贮 兹 科 . 响 尾 蛇 科 玉 海 蛇 科 的 蛇毒 含量 较 高 。 蛇 毒 磷脂 酶 信 
是 属于 磷 沸 酶 A 类 型 ， 专 一 性 地 用 解 孵 磷脂 分 子 第 二 位 碳 原 子 上 的 柄 键 ， 生 成 溶血 孵 磷 
腊 ， 具 类 似 去 垢 剂 (detergent) 的 作用 ， 能 使 红血球 膜 破 镜 。 由 于 蛇毒 磷脂 酶 A :具有 特 
殊 的 药理 ， 毒 理 和 生化 性 质 ， 分 子 量 在 10000~30000 之 间 ， 热 稳定 性 好 ， 因 此 它 是 蛇毒 
中 研究 较为 广泛 深入 的 一 种 酶 。 目前 已 有 近 20 种 的 蛇毒 磷脂 酶 A , 被 纯化 且 完 成 了 一 级 
结构 的 顺序 分 析 工 作 ， 最 引 人 注 是 的 是 ， 纯 化 的 蛇毒 突 触 前 神经 毒素 都 具 有 磷 腊 醇 A 
活性 ， 对 其 结构 与 功能 的 研究 正在 深入 发 展 。 蛇 毒 磷脂 散 A ,还 具有 其 它 重 要 的 功能 ， 
如 破坏 细胞 腊 上 的 磷脂 层 ， 增 加 毒素 的 渗透 力 ， 干 扰 细 胞 膜 上 的 氧化 磷酸 化 作用 ， 纯 化 
的 更 欢 酶 A ,已 成 为 研究 生物 膜 的 重要 工具 酶 。 此 外 还 发 现 侈 脂 酶 4 能 降低 动物 对 病毒 和 
病菌 的 感染 力 ， 如 对 澳洲 Murray 山 谷 脑 炎 ，A ;流感 病毒 ，Newcastle 病 毒 ， Rous 肿 瘤 病 
毒 ，NH， 肿 瘤 病 毒 和 葡萄 球菌 毒素 等 的 对 抗 作 用 以 及 抗 凝 作用 ， 因此 对 蛇毒 磅 脂 酶 A。 
的 利用 研究 ， 同 样 也 在 深入 发 展 。 

和 将 我 国 常见 的 一 些 蛇 毒 故 脂 酶 A, 进 行 活力 比较 ， 选 择 适当 的 浏 定 和 纯化 方法 对 我 国 
开展 蛇毒 玖 脂 酶 A 的 研究 ， 对 蛇毒 生化 、 蛇 毒药 理 、 蛇 伤 防 治 、 蛇毒 资源 利用 都 是 很 有 
意义 的 。 

昆明 动物 研究 所 四 室 于 1976 年 发 表 了 《我 国 几 种 常见 毒蛇 的 蛇毒 酶 活力 测定 》 一 文 
523， 对 我 国 常见 的 六 种 蛇毒 磷脂 酶 和 活力 进行 了 测定 ， 其 方法 是 采用 Baman 和 Hurtudo 
的 溶解 红血球 HU,。) 法 。 测 定 结果 ， 了 眼镜 这 和 人 金 环 蛇毒 中 的 磷脂 酶 和 A :活力 最 高 ， 银 
环 蛇 和 眼镜 王 蛇 的 居中 ， 量 蛇毒 的 磷脂 酶 A， 活 力 微弱 ， 湖南 尖 吻 晶 蛇 蛇毒 中 的 磷脂 本 
A ,活力 每 毫升 红血球 即使 用 了 15 毫 克 蛇毒 都 不 引起 溶 血 。 我 们 的 测定 结果 是 ， 眼镜 
兹 、 屿 蛇 、 尖 易 晶 蛇 、 金 环 蛇 毒 中 的 故 胎 散 A ,的 活力 都 较 高 ， 用 这 种 方法 不 仅 能 定量 
测 出 少 网 如 蛇 的 磷 踢 酶 A :活力 ， 而 且 对 活力 很 低 的 烙铁 头 、 竹 叶 青 等 蛇毒 的 磷脂 酶 4: 
的 比 活 也 能 精确 测 出 ， 证 明 此 法 是 比较 灵敏 、 精 确 、 简 便 的 。 { 


在 柱 层 析 分 离 更 脂 酶 和 时 ， 可 用 新 鲜 蛋 黄 代 蔡 纯 的 孵 磷 腾 ‘3)， 加 上 以 上 各 种 试剂 
配 成 的 10% 深 液 ， 其 测定 效果 与 用 镶 磷 脂 的 基本 一 致 ， 由 于 卵 磋 脂 在 碱 性 条 件 下 会 逐渐 
水 解 ， 故 底 物 溶液 宜 新 鲜 配 制 。 

观察 温度 对 蜡 蛇 毒 磷脂 酶 A ,活力 的 影响 时 ， 发 现 当 温度 大 于 70*C 时 ， 测 出 释放 脂 
肪 酸 的 数值 不 断 增高 ， 是 否 由 于 醇 活 性 的 增高 ， 还 是 由 于 卵 磷脂 在 碱 性 条 件 下 的 水 解 所 
致 ， 尚 不 清楚 。 

一 般 认 为 眼镜 蛇 科 蛇毒 中 磷脂 醇和 A、 胆 碱 脂 酶 和 核糖 核酸 酶 活性 较 高 ， 蜡 亚 科 蛇毒 
中 蛋白 水 解 酶 和 精 氨 酸 酯 酶 活性 较 高 。 但 从 我 们 的 实验 来 看 ， 银 环 蛇 毒 中 磷脂 酶 六, 活性 
很 低 ， 而 一 些 能 引起 局 部 严重 出 血 症状 的 尖 易 晶 、 巍 蛇毒 却 也 有 较 高 的 磷脂 酶 和 活性 ， 
这 些 磷 脂 酶 和 A 分别 在 蛇 伤 中 毒 中 的 作用 还 有 待 进一步 研究 。 
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A COMPARISON OF PHOSPHOLIPASE A ACTIVITY FROM 
THE SNAKE VENOMS OF TEN SPECIES IN CHINA 


Wu Shin-Lu Chen Yuan-Chung 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia sinica) 


个 he phospholipase A’s activity from the snake venoms of ten Species in 
China had been determined by the method of titration of free fatty acid 
released irom the substrate of lecithin, It shows that the activities of phos- 
pholipase A’s from different snake venoms are different, the activity of the 
snake venom Noja naja aira is the higest and that of Trimeresurus steine— 
geri is lowest. They are respectively; Naja riaja aira; 9.62, AgRistrodon 
halvs pallas; 8.68, Aghkistrodon acutus; 7.56, Bungarus fasciatus;} 了 .56， 
Vipera russelli siamensis;} 7.03, Microcephalophis gracilis; 5.10, Ophio— 
phagus hannahkh; 3.82, Bungarus mauliicinctuss 1.96, Trimeresuris mucros” 
quamatus; 1.83, Trimeresuris steinegeris 0.97o 

We had also measured the effects on the activity of phospholipase A, 


from some snake venoms at various pH, tempsrature and concentration, 





